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1．序論 
新薬開発ステージにおける候補化合物のドロップアウトや市販後に新薬が市場か
ら撤退しており (Monahan et al., 1990; Honig et al., 1993; Desager and Horsmans, 1995; 
Wysowski and Bacsanyi, 1996; SoRelle, 1998, Krayenbühl et al., 1999; Sica and Gehr, 2002)，
その原因としてチトクローム P450 (CYP) 阻害による薬物相互作用 (DDIs) が挙げら
れる (Bachmann and Lewis, 2005; Wienkers and Heath, 2005; Zhou, 2008)．DDIs を回避
するため製薬企業では創薬初期ステージから CYP 阻害試験が実施されている．CYP
阻害様式には薬物自体 (親化合物) による直接阻害 (DI) と薬物由来の代謝物による
時間依存的阻害 (TDI) の 2つのカテゴリーがある (White, 2000)．DIはその作用のほ
とんどが可逆的であるために，投与された薬物自体が代謝や排泄などによって体内か
ら消失するのに伴って阻害の影響は減弱する．一方，代謝物に由来する TDIは不可逆
的阻害作用を有することが多く，投与された薬物自体が体内から消失しても阻害作用
が持続するため，臨床の場では DIよりも TDI の方が重篤な副作用に繋がるケースが
多い．したがって，DI と TDI を明確に区別して評価することが重要である．しかし
ながら，薬物の代謝に関与している主要な CYP 分子種は，肝臓および小腸に 8 種類 
(CYP1A2，CYP2A6，CYP2B6，CYP2C8，CYP2C9，CYP2C19，CYP2D6 および CYP3A) 
存在しており，さらに近年，膨大な数の新規化学物質が合成されるようになっている
ことから，従来法で DIと TDIを区別しながら各 CYP 分子種に対して個別に評価する
ことは労力，時間および費用の関係から非常に困難であり，より安価でスループット
の高い種々の CYP 阻害評価系の構築が製薬会社の研究所で望まれている．そこで，
我々は高い信頼性を持ってハイスループットで DIと TDIを明確に評価するために，8
つの各 CYP 分子種に対する特異的なプローブ基質の溶液を一つに混合して，一回の
実験で同時にこれらの CYP 分子種の酵素活性を一斉に評価できるカクテル基質アプ
ローチを構築し，本アプローチのバリデーションデータを取得した． 
 
2．実験材料と方法 
・8つの CYP 分子種の酵素活性同時測定系の構築 
CYP1A2，CYP2A6，CYP2B6，CYP2C8，CYP2C9，CYP2C19，CYP2D6 および CYP3A
に対する各特異的基質の代謝物を安定同位体で標識化した ISs を用いて，代謝反応で
生成された各基質代謝物をたった 1.5分間で定量できる測定系を構築した． 
・代謝反応系の最適化 
8つの CYP 分子種に対する各プローブ基質 (シングル基質) およびそれらのカクテ
ル (カクテル基質) をヒト肝ミクロゾームで代謝反応させて種々の条件検討を行う
ことによって，可能な限り基質間相互作用を回避した反応条件の最適化を行った． 
・カクテル基質アプローチによる DI試験 
各 CYP 分子種に特異的な DI剤を用いて，シングルおよびカクテル基質アプローチ
で DI試験を実施し，両アプローチで得られた IC50値を比較することによりバリデー
ションデータを取得した．  
・カクテル基質アプローチによる TDI試験 
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 および CYP3A に対して TDI能を有する典型
的な TDI剤を用いてシングルおよびカクテル基質アプローチで TDI 試験を実施し，
両アプローチで得られたTDIパラメータ値 (kobs, KIおよび kinact) を比較することによ
ってバリデーションデータを取得した．また TDIの簡易評価法である IC50シフトアプ
ローチをシングルおよびカクテル基質を用いて実施し，両アプローチで得られた
shifted IC50および IC50値を比較することによりバリデーションデータを取得した． 
 
3．結果と考察 
我々が構築したカクテル基質アプローチは，薬物の代謝に関与する主要な 8 つの
CYP 分子種に対する各特異的基質のカクテルをヒト肝ミクロゾームと共にインキュ
ベーションし，生成する各基質代謝物を超高速液体クロマトグラフィー 
(UPLC-MS/MS) を用いて，1.5分間の短い測定時間で，それらの CYP 活性を一斉に測
定する方法である．またこの方法は，ISs として各基質代謝物の安定同位体を用いる
ため，マトリックスエフェクトによる定量結果の信頼性低下の回避が可能であり，定
量精度および真度はともに 20%以下で，日間変動も大きくない信頼性の高い迅速な測
定系であった．これらのことから，我々が構築した測定系は高い処理能力と信頼性が
求められる創薬初期ステージにおいて非常に有効といえる． 
カクテル基質アプローチを構築するにあたって最も重要なポイントは，基質間相互
作用を可能な限り回避することである．そこで，基質間相互作用による各 CYP 活性
への影響を確認するため，すべてのシングルおよびカクテル基質を用いて各 CYP 分
子種における代謝反応時間と基質代謝物の生成量の直線性を確認した．その結果，イ
ンキュベーション開始後 10分までは全ての CYP 活性に直線性が認められ，シングル
基質とカクテル基質間の各 CYP 活性値の差は 2倍以内あった．  
次に各 CYP 分子種に特異的な 8つの DI剤を用いて，シングルおよびカクテル基質
アプローチで DI 試験を実施した．カクテル基質とそれぞれのシングル基質での各
CYP 分子種の阻害曲線プロファルは類似し IC50値もほぼ一致した (表 1)． 
 
表 1 シングルおよびカクテル基質を用いた際の各 CYP 分子種に対して典型的な DI
剤の IC50値比較 (主論文の Tableを一部改編) 
 
 
 
 
臨床の現場においては，DI評価よりも TDI評価の方が重要なので，本評価系が TDI
評価にも活用可能か検証した．CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 および CYP3A
に対して TDI 能を有する典型的な TDI 剤を用いてシングルおよびカクテル基質アプ
ローチで TDI 試験を実施した結果，カクテル基質を用いて算出した TDI パラメータ
値は，シングル基質を用いて算出した値と同程度であった (表 2)．なお，本法は TDI
の簡易評価法である IC50シフトアプローチへの適用も可能であること示された．  
本研究により我々が構築したカクテル基質アプローチは，創薬の必須評価項目であ
る CYP の DIおよび TDI評価において，信頼性を損ねることなく労力，時間および費
用を従来法よりも大幅に低減できる非常に有用な評価系であり，創薬初期ステージで
のスループットの高い非常に有効なツールであることが示された． 
 
 
 
 
Substrate Cocktail/Single
/Metabolite Single substrate Cocktail substrate ratio
Phenacetin
Acetaminophen
Coumarin
7-Hydroxycoumarin
Bupropion
Hydroxybupropion
Amodiaquin
N -Desethylamodiaquin
Diclofenac
4'-Hydroxydiclofenac
(S)-Mephenytoin
(± )-4'-Hydroxymephenytoin
Bufuralol
1'-Hydroxybufuralol
Midazolam
1'-Hydroxymidazolam
Testosterone
6β-Hydroxytestosterone
0.60.00500.0080
0.0090 0.013 1.4
0.010 0.0070 0.7
0.069 0.050 0.7
0.098 0.12 1.2
26 21 0.8
0.057 0.10 1.8
5.3 5.2 1.0
0.90.470.52
Quinidine
CYP1A2
CYP2A6
CYP2B6
CYP2C8
CYP2C9
CYP2C19
CYP2D6
Furafylline
Methoxsalen
Thiotepa
Montelukast
Sulfaphenazole
Benzylnirvanol
Enzyme Inhibitor
IC50 value (µmol/L)
CYP3A Ketoconazole
表 2 シングルおよびカクテル基質を用いて算出した shifted IC50値および TDIパラメ
ータ値の比較 (副論文から抜粋) 
 
  
Single substrate Cocktail substrate
CYP1A2 Phenacetin Furafylline shifted IC50 (nM) 44 64
k obs at 10 µM (min
-1
) 0.27 0.23
K I (µM) 10 6.9
k inact (min
-1
) 0.545 0.388
k inact/K I (mL/min/µmol) 54 56 (0.96)*
CYP2B6 Bupropion Ticlopidine shifted IC50 (nM) NT 32
k obs at 10 µM (min
-1
) NT 0.17
K I (µM) NT 4.2
k inact (min
-1
) NT 0.193
k inact/K I (mL/min/µmol) NT 46
CYP2C9 Diclofenac Tienilic acid shifted IC50 (nM) 58 73
k obs at 10 µM (min
-1
) 0.22 0.22
K I (µM) 2.6 3.2
k inact (min
-1
) 0.244 0.280
k inact/K I (mL/min/µmol) 96 88 (1.09)
CYP2C19 (S)-Mephenytoin Ticlopidine shifted IC50 (nM) 141 184
k obs at 10 µM (min
-1
) 0.07 0.07
K I (µM) 12 6.7
k inact (min
-1
) 0.132 0.104
k inact/K I (mL/min/µmol) 11 16 (0.69)
CYP2D6 Bufuralol Paroxetine shifted IC50 (nM) 80 125
k obs at 10 µM (min
-1
) 0.16 0.15
K I (µM) 4.4 4.2
k inact (min
-1
) 0.189 0.166
k inact/K I (mL/min/µmol) 43 39 (1.10)
CYP3A Midazolam Erythromycin shifted IC50 (nM) 4355 5662
k obs at 10 µM (min
-1
) 0.02 0.01
K I (µM) 12 20
k inact (min
-1
) 0.035 0.033
k inact/K I (mL/min/µmol) 3.0 1.6 (1.88)
Teststerone Erythromycin shifted IC50 (nM) NT 2339
k obs at 10 µM (min
-1
) NT 0.01
K I (µM) NT 30
k inact (min
-1
) NT 0.040
k inact/K I (mL/min/µmol) NT 1.4
*The value in the parenthesis expresses the ratio of the value obtained from the single and the cocktail substrate approach. 
NT: not tested.
Measurement not conducted (because CYP2B6 TDI cannot be evaluated using the single substrate approach).
Only TDI parameters for midazolam were calculated for the single substrate approach since CYP3A4/5 TDI is reportedly not substrate dependent. 
Enzyme Substrate
Time-dependent
inhibitor
Inactivation kinetic value
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